This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 



Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 

As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



A 

It.; 



v 



DEMANDE INTER NATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



PCT 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




(51) Classification Internationale des brevets 6 : 
C07K 14/16, A61K 38/00 



Al 



(11) Nume*ro de puMication Internationale: WO 95/29190 
(43) Date de publication Internationale: 2 novembre 1995 (02.11.95) 



(21) Numero de la demande Internationale: PCT/FR95/00528 

(22) Date de depdt international: 21 avril 1995 (21.04.95) 



(30) Donnees relatives h la priority 

94/04895 22 avril 1994 (22.04.94) FR 



(71) Deposant: INSTTTUT PASTEUR [FR/FR]; 25-28, rue du 

Docteur-Roux, F-75724 Paris C6dex 15 (FR). 

(72) Inventeurs: HOVANESSIAN, Ara; 124, avenue du Gdneral- 

Leclerc, F-92540 Bourg-la-Reine (FR), CALLEBAUT, 
Christian; 2 bis, rue de Nice, F-75011 Paris (FR). KRUSt! 
Bemard; 7, rue de Madagascar, F-75012 Paris (FR). JACO* 
TOT, Etienne; 25, rue des Apennins, F-75017 Paris (FR). 
MULLER, Sylviane; 15, avenue de la For6t-Noire, F-67000 
Strasbourg (FR). BRIAND, Jean-Paul; 22, rue des Bal- 
ayeurs, F-67000 Strasbourg (FR). GUICHARD. Gilles; 5, 
rue de rArc-en-Ciel, F-67000 Strasbourg (FR). 

(74) Mandataires: GUTMANN, Ernest etc.; Ernest Gutmann-Yves 
Plasseraud S.A., 3, rue Chauveau-Lagarde, F-75008 Paris 
(FR). 



(81) Etats designes: AU. CA, CN, JP, KR, NZ, brevet europfen 
(AT, BE, CH, DE, DK, ES, FR ( GB, GR, IE, IT, LU, MC, 
NL. PT, SE). 



Public 



Avec rapport de recherche Internationale. 
Avant V expiration du dilai prdvu pour la modification des 
revendicafwns, sera republiie si de telles modifications sont 
regues. 



(M) ^SSS^SSS^SSH^ST ° P ™ ™ SUM ™^ OF THE KPR 

(57) Abstract 

MrfJXi^S^Z*^? 1 * P ^ ata ' MI ^ Clal,y 0f "* which m ^S^ble by an ectoprotein (on the cell 

S^&ttSLS . 5? IWpt0r ( £? k ?° Wn M ftC DPPIV "V"* Said P attems » 6 » Pepti^ matrix enabling 

Shlv„l S P E CD ?£i? me f"* 1 havi "8 *" mnit y for *» latter - Said ™lecule " *e active ingiedient of a composition 

uihibmng the entiy of HIV in cells, in particular, for the treatment of a retrovinis-induced infection. <» composition 

(57)Abrcg< 

Dar Jl^^J^ T m 3 m0l f° ule c ° m P< man « ™ pluralite des motifs repels, notamment du type KPR. susccptibles d'etre reconnus 
par une ectoproteine (a la surface des cellules) notamment par le recepteur CD26 (encore appeM enzyme DPPIV) ces motifs ftant tous 
StT. Une - matnCe ^ diqUe l CUr ™MpIe * I'enzyme et pnisentoVune affi^^ «1^L Stt^ m" 

fSXtaT^ ° ^P 0 ^ 0 " fahibant Veatl6c ^ HIV dans des cellules, notamment pour le trahement d'une tafectondue 



UNIQUEMENTA TITRE D'INFORMATION 



Codes utilises pour Identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couvcrture des brochures publiant 
des demandes Internationales en vertu du PCT. F 



AT 


Autriche 


GB 


AU 


Australle 


GE 


BB 


Barbade 


GN 


BE 


Belgique 


GR 


BF 


Burkina Faso 


HU 


BG 


Bulgarie 


IE 


BJ 


Bdnln 


IT 


BR 


Brlsll 


JP 


BY 


Belarus 


KE 


CA 




KG 


CF 


Rc*pub!ique centrafHcaine 


KP 


CG 


Congo 




CH 


Suisse 


ICR 


CI 


C&c d^voire 


KZ 


CM 


Cameroun 


LI 


CN 


duns 


LK 


CS 


Tchtcoslovaquie 


LU 


CZ 


Republique tchfeqoe 


LV 


DE 


Altemagne 


MC 


DK 


Danemark 


MD 


ES 


Espagnc 


MG 


FI 


Finlande 


ML 


FR 


France 


MN 


CA 


Gabon . 





Royaume-Uni 

Georgie' 

Gulnee 

Grece 

Hongrie 

Irian de 

Italie 

Japoa 

Kenya 

Kirghizixtan 

Republique populaire temocratique 
deCoree 

RepubUque de Coree 

Kazakhstan 

Ufrhfemtein 

Sri Lanka 

Luxembourg 

I ^f t on fe 

Monaco 

Republique de Moldova 

Madagascar 

Mali 



MR 


Mauriianie 


MW 


Malawi 


NE 


Niger 


NL 


Pays-Bas 


NO 


Norvege 


NZ 


NouveHe-Z^lande 


PL 


Pologne 


FT 


Portugal 


RO 


Roumanie 


RU 


Federation dc Russie 


SD 


Soudan 


SE 


Suede 


SI 


Slove'nie 


SK 


Slovaquie 


SN 


Senegal 


TD 


Tchad 


TG 


Togo 


TJ 


Tadjikistaii 


TT 


Trinit£-et-Tobago 


UA 


Ukraine 


US 


Etatt-Unli d'Amerique 


UZ 


OuzbeTdstao 


VN 


Viet Nam 



WO 95*29190 



PCIYFR95/00528 



MPLTIREPRESENTATTOM 

SUBSTRAT DE LA DPPIV f NOTAMMENT DE TYPE 
D 1 INHIBER L> ENTREE DP Wry DAKS T. BS pbt.t.ht.^ 



PEPTIDIOUE DU 
KPR, AFIN 



La presente demande concerne des inhibiteurs de 
1' infection par un retrovirus HIV, comportant un 
analogue peptidique du substrat de la DPPiv ou/et des 
motifs conserves dans la boucle V3 de la glycoproteine 
d enveloppe d'un retrovirus du type HIV. 

Le virus humain de* 1 • immuno-def icience (HIV) 
est 1 -agent etiologique du syndrome d 'inununo-def icience 
acquise (SIDA, et de troubles qui lui sont apparentes. 
Jusqu'a present deux types distincts mais apparentes de 
retrovirus, le type HIV-1 at le type HIV-2 ont ete 
identifies. L'infection des lymphocytes T CD4 + , des 
monocytes et des macrophages par HIV, necessite 
1' interaction des produits du gene env du virus avec 
le recepteur CD4 cellulaire (Klatzman D, et al. Nature 
1984 ; 312:767-768) . 

Le gene env de HIV code pour une polyproteine 
precurseur qui est clivee par une protease cellulaire 
conduisant a la production de glycoproteine* extra- 
cellulaires ou de surface ( SU ) et transmembranaires 
(TM) (Eiden le, et al. Immunol. Today 1992 • 
13:201-206). La proteine de surface, par le biais 
d» interactions non covalentes avec la proteine 
transmembranaire est exposee a la surface des cellules 
infectees ou a la surface des particules virales. 

Le recepteur CD4 est une glycoproteine composee 
d'une region extracellulaire amino-terminale contenant 
quatre domaines apparentes a la famille des 
immunpglobulines et d'une region carboxy-terminale 
contenant les domaines transmembranaire et 
cytoplasmigue (Eiden et al) . Le premier domaine amino- 
terminal de la molecule CD4 apparait etre le site 
principal de liaison des proteines de surface de HIV 
En consequence, cette liaison induit un changement de 



WO 95/29190 



PCT/FR95/00528 



conformation du complexe SU-TM (complexe forme par les 
glycoproteines de surface et transmembranaires) 
permettant 1 • interaction du domaine amino-terminal de 
la proteine transmembranaire avec la membrane 
cellulaire, causant ainsi la fusion des membranes 
virale et cellulaire (Marsh M/ et al Immunol. Today 
1988 ; 8:369-371) ; Eiden LE et al. Immunol. Today 1992 
; 13:201-206 ; Putney S. et al TIBS 1992 ; 17:191-196). 
Cependant avant la fusion, la . proteine de surface 
pourrait subir une modification par clivage 
proteolytic^, qui dans le cas de la proteine ' de 
surface de HIV-l (GP120) semble -meme si la preuve 
directe n»en a pas encore ete rapportee- avoir lieu au 
niveau du troisieme domaine variable, communement 
appele "boucle V3", c'est-a-dire le domaine principal 
de neutralisation (PND) (Moore JP, et al AIDS 1991 ; 
5:S21-S33). 

Differentes observations ont jusqu'a present 
permis de penser que la boucle V3 joue un role critique 
dans 1« infection par HIV-l : 

1) Des anticorps neutralisants produits naturellement 
chez des patients seropositifs pour HIV-l sont 
principalement diriges contre la boucle V3 (Goudsmit J, 
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1988 ; 85:4478-4482), 

2) Des anticorps monoclonaux specif iques de la boucle 
V3 n'affectent pas la liaison de la gpi20 au recepteur 
CD4 mais bloquent le processus de fusion (Kinney-Thomas 
E, et al. AIDS 1988 ; 2:25-29) ; 

3) Des mutations dans la boucle V3 generent des virions 
dont le caractere infectieux est reduit (Grimaila Rj, 
et al. J. Virol. 1992 ; 66:1875-1883) ; 

4) Des mutations dans la boucle V3 modifient le 
tropisme cellulaire (Chesebro B, et al. J. Virol. 
1992 ; 66:6547-6554) et suscitent une modification dans 
le phenotype de HIV en tant que virus induisant un 
syncytium ou n' induisant pas un syncytium (De Jong Jj, 
et al. J. Virol. 1992 ; 66:6777-6780). 
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La boucle V3 contient de 35 a 41 acides amines 
dont les cysteines aux deux extremites sont reliees, 
par un pont disulfure forroant une boucle. La boucle V3 
contient des residus basiques conserves et en outre la 
sequence a proximite des cysteines liees, est similaire 
dans la plupart des isolats. (Clements GJ, et al. AIDS 
Res. Hum. Retroviruses 1991 ; 7:3-16) . Par consequent, 
11 semble qu'il existe une pression de selection pour 
conserver les sequences specif iques dans la boucle V3. 
Les anticorps raonoclonaux diriges centre des peptides 
(15-mer) representant le sommet ("crown") de la boucle 
V3 ont la capacite de neutraliser HIV-l (Langedijk jpm, 
et al. J. Gen. Virol. 1991 ; 72:2519-2526), cela 
suggere que les residus d- acides amines du sommet de la 
boucle sont implies dans les interactions 
fonctionnelles de la boucle V3. 

Jusqu'a present aucune preuve directe n'a pu etre 
etablie concernant le fait que le clivage de la boucle 
V3 serait essentiel pour 1- infection par HIV, bien que 
la g P 120 purifiee ait pu etre clivee en fragments de 50 
et 70 kDa par differentes proteases : la trombine et la 
tryptase clivent le site tryptigue (GPGR * AFVT) , alors 
que la cathepsine E clive un site chymotrypsine-like 
(GPGRAF i VT) (Clements GJ, et al. AIDS Res. Hum. 
Retroviruses 1991 ; 7:3-16). 

Les inventeurs se sont interesses a une sequence 
particuliere de la boucle V3 de la glycoproteine de 
surface de l'enveloppe du retrovirus HIV-l, distincte 
de celles qui ont fait l'objet d- experiences dans l'art 
ahterieur, et aux sequences correspondantes des 
retrovirus HIV-2 et siv. Us ont observe qu'un tres 
grand nombre d« isolats identifies de HIV, notamment 
HIV-l (plus de 90%) presentent un motif peptidique 
constitue par la sequence d* acides amines Gly-Pro-Gly 
(Glycine - Proline - Glycine ou selon le code a une 
lettre GPG) et plus particulierement un motif Gly-Pro, 
conserve. Ce motif GP ou GPG reste en outre inchange in 
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vivo pendant plusieurs annees chez des individus 
infectes par HIV-l, alors que d'autres substitutions 
apparaissent dans la boucle V3 (Holmback et coll. j. 
Virol. 1993, 67:1612-1619). 

De plus, 1- ensemble des isolats identifies de 
HIV-l, HIV-2 et SIV presentent a l'extremite N- 
terminale de la boucle V3 un motif dipeptidique 
conserve RP (Arginine - Proline) . Par ailleurs, pour 
HIV-2 et SIV, on trouve .aussi . un motif dipeptidique 
conserve RP (Arginine-Proline) ou KP (Lysine- Proline) , 
a l'extremite C-terminale de la boucle V3. " Par 
ailleurs, pour SIV MNDy on trouve aussi un motif 
dipeptidique EP (Acide glutamigue - Proline) dans la 
boucle V3. 

En dehors de la boucle V3, dans le cas de HIV-l, 
on trouve plusieurs motifs conserves, par exemple les 
sequences ipi (Isoleucine-Proline-Isoleucine) , G PC 

(Glycine-Proline-Cysteine) , PPG (Proline-Proline-Glycine) , 
situes respectivement aux acides amines 185 et 208, de' 
SU et 411 de TM, par rapport a la sequence consensus 'de 
Myers et al (1992) . 

Les inventeurs ont demontre qu'une proteine 
cellulaire de surface interagit avec les glycoproteines 
de l'enveloppe de HIV ou de SIV, en particulier au 
niveau de la boucle V3 et est susceptible de la cliver. 
Ce clivage aurait lieu en un site non identifie comme 
tel jusqu'a la presente invention. La proteine 
cellulaire de surface est la dipeptidyl peptidase IV 
(DPPIV) egalement appelee antigene ou recepteur CD26 
(Barclay AN, et al. (1993). Facts book. London : 
Harcourt Brace Jovanich) . Dans la litterature, la 
DPPIV/CD26 est egalement appelee : DPIV, DAPIV, 
SGP-115/107, Tal et Tal03. La DPPIV est une protease de 
surface cellulaire (EC 3.4.14.5) qui possede en general 
une activite d • exopeptidase et dans certaines 
conditions une activite d • endopeptidase (Nagatsu T, et 
al. Anal. Biochem. 1976 ; 74:466-476 - Kudo M, et al J. 



WO 95/29190 



PCT/FR95/00528 



Bxochem. 1985 ; 97:1211-1218 - Kenny AJ, et al. 
Biochem. j. i 976 . i 55: 169-182) . Son activite 
enzymatique peut ette testee par le clivage de 
dxpeptides synthetigues couples au substrat chromogene 
p-mtroanilide (para-nitroanilide) , ces peptides ayant 
une sequence X-Pro-p-nitroanilide, pour produire un 
peptide X-Pro et de la p-nitroaniline (Nagatsu T/ et 
al. Anal. Biocheiu 1976 ; 74:466-476) X pouvant etre un 
residu acide amine, notamment .Glycine (Gly) , Alanine 
(Ala), Lysine (Lys, , Arginine (Arg) , Acide Glutamique 
(Glu), Acide Aspartique (Asp) ou meme Proline (Pro). 

L'antigene CD26 est largement exprime sous la 
forme d'une glycoproteine transmembranaire de no a 120 
kDa, qui est identique a la serine protease de surface 
cellulaire appelee dipeptidyl peptidase IV. cette 
enzyme qui est generalement consideree comme une 
exopeptidase, clive des dipeptides dans la partie 
ammo-terminale de substrats polypeptidiques , des lors 
que l'avant-dernier residu est un residu proline ; 
c'est-a-dire que cette enzyme permet le clivage de X- 
P-polypeptide, P etant un residu Proline, lorsque X est 
un acide amine N-terminal libre (Kudo M/ et al j 
Baochem. 1985 ; 97:1211-1218). En outre, la DPPIV a ete 
decrite comme capable de catalyser un clivage 
"endopeptidase-like", apr e S un motif dipeptidique "GP- 
like" au sein de peptides synthetigues (Kenny AJ, et 
al. Biochem. J. 1975 ; 155:169-182) et de se fixer au 
collagene (Beauvois B, et al. 1. Marcel Dekker (Eds.) 
New York, 1991). La DPPIV lie le collagene mais cette 
liaison de la DPPIV au collagene n'affecte pas son 
actxvite enzymatique (Hanski C, et al. Exp. Cell Res . 
1988 ; 178:64-72), suggerant ainsi l'existence de sites 
d'accrochage et catalytique dans differents domaines de 
DPPIV/CD26. 

La DPPIV est une glycoproteine comportant 
plusieurs chaines oligosaccharidiques liees a des 
residus N. La sequence hydrophobe pres de l'extremite 
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amino-terminale (peptide signal) de cette ectoenzyme, 
fonctionne comme un domaine d'ancrage a la membrane, 
les 6 acides amines ■ N-terminaux formant un domaine 
cytoplasmique et l'extremite carboxy-terminale de la 
proteine constituant le domaine extracellulaire (Ogata 
S, et al. J. Biol. Chem. 1989 ; 264:3596-3601 - Hong W, 
et al. J. Cell Biol. 1990 ; 111:323-328) . Cette enzyme 
existe dans une grande variete de tissus y compris dans 
des organes lymphoides et non-lymphoides (Gorrel MD, et 
al. Cell. Immunol. 1991 ; 134 : 205-215) . Elle est 
exprimee sur les membranes apicales de cellules 
epitheliales (bordures en brosse et surfaces 
canaliculars) , endothelials, certains lymphocytes T, 
des cellules folliculaires dendritiques et des 
macrophages (Gorrel MD, et al Cell. Immunol. 1991 ; 
134:205-215 - McCaughan et al. 1990 Hepatology n, 
547-558. - sannes PL, et al J. Histochem. Cytochem! 
1983 ; 31:684-690). L'activite enzymatique a ete 
detectee sur differentes lignees cellulaires humaines 
d'origine T et B, de meme que sur des monocytes du sang 
peripherigue (Beauvois B, et al. I. Marcel DekJcer 
(Eds.) New York, 1991). L'expression de DPPIV/CD26 est 
faible dans les lymphocytes T au repos, mais elle 
augmente considerablement apres leur activation; pour 
cette raison, DPPIV/CD26 est considere comme un 
antigene d' activation des lymphocytes T. 

On utilisera indif f6remment les expressions DPPiv 
ou CD26 dans la suite du texte. 

L- identification d'un nouveau mecanisme 
impliquant le recepteur CD26 comme mediateur de 
1' infection chez l'homme par un retrovirus du SIDA, et 
Plus particulierement son implication dans 1« entree du 
retrovirus dans les cellules telles que les lymphocytes 
T, les monocytes et les macrophages, permet de definir 
de nouveaux moyens pour lutter centre l> infection par 
un retrovirus HIV ou SIV, e£ en particulier donne acces 
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a de nouveaux inhibiteurs de 1- infection des cellules- 
par le retrovirus. 

Les inventeurs ont plus particulierement montre 
que la dppiv est un co-recepteur pour HIV, qui est 
susceptible de lier la boucle V3, et/ou d'autres 
regions dans les glycoproteines de l'enveloppe virale 
SU et tm. cette etape concernant 1- interaction du 
complexe SU/TM avec DPPIV/CD26 est essentielle pour la 
penetration de HIV dans les cellules T CD4 . 

L* invention a done pour objet des inhibiteurs de 
1' infection par un retrovirus HIV, comportant une 
Pluralite de motifs susceptibles d'etre reconnus par 
une ectoproteine (a la surface des cellules) notamment 
par le recepteur CD26 (encore appele enzyme dppiv) ces 
motifs etant tous portes par une matrice peptidigue ou 
non autorisant leur presentation multiple a 1- enzyme 
Dans ce qui suit, il sera fait reference a !• ensemble 
de ces motifs ainsi presentes a 1-enzyme sous 
1* expression "motifs repetes". 

La matrice permettant la presentation multiple 
d'un motif choisi, est definie par rapport a sa 
capacite a rendre accessible le susdit motif. 

II est important de remarguer gue 1 -expression 
"peptidigue (s)«, telle gu'utilisee dans le present 
contexte, gu'il s'agisse des "motifs repetes 
peptidigues" ou de la "matrice peptidigue" , s'entend 
comme couvrant tant des molecules purement peptidigues 
(en tant qu'elles sont a base de residus d'acides 
amines naturels) que des molecules derivees des 
precedentes par remplacement de tout ou partie de ses 
residus d'acides amines naturels par des isomeres 
optigues de ces acides amines naturels ou meme par des 
groupes "non peptidiques" (conduisant par exemple a des 
"pseudo-peptides") , des lors que ces remplacements 
n'entrainent pas une alteration sensible des proprietes 
pertinentes desdits motifs repetes (notamment leur 
capacite a etre reconnus par 1« enzyme DPPIV) ou de la 
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matrice (notamment capacite de presentation desdits 
motifs repetes a 1' enzyme). 

Selon un premier mode de realisation des produits 
de I- invention la matrice peptidique portant les 
"motifs repetes- contient des residus d« acides amines 
possedant une fonction reactive non engagee dans une 
liaison peptidique avec des residus voisins d'acides 
amines, ces fonctions reactives intervenant dans la 
fixation desdits motifs repetes sur cette matrice. De 
preference, la matrice peptidi'que comprend des residus 
d" acides amines de type lysine (K) , l es susdits motifs 
repetes etant alors gref fes sur les groupes epsilon- 
amxno d'une partie au moins de ces residus lysine. 

D'autres residus d- acides amines peuvent egalement 
etre mis en oeuvre pour le greffage des susdits motifs 
repetes, tela que 1 . arginine ou encore des residus 
glutamyle qui porte^ne fonction carboxyle non engagee 
dans les liaisons peptidigues avec d'autres acides 
amines de la matrice. 

La matrice peut etre synthetigue et par consequent 
preparee par synthese chimigue notamment en utilisant 
la synthese en phase solide telle que decrite par 
Merrifield. p 

Une premiere molecule interessante dans le cadre 
de la realisation de !• invention est par exemple 
caracterisee en ce que la matrice peptidique comprend 
1 enchainement d' acides amines suivant : K x, k x x 
dans leguel x, est, de preference, la lysine, * la 
yalme, 1'alanine ou H l'acide glutamique ou 
1 isoleucine, X 2 et X 3 representent la glycine ou la 
proline et sont dif ferents l»un de 1« autre. 

Les motifs repetes peuvent dans ce cas etre lies 
aux fonctions .-amino des residus lysine, notamment par 
des liaisons peptidigues, et peuvent etre presentes 
dans un meme plan ou au contraire dans des plans 
dif ferents. De meme ces motifs peuvent etre lies du 
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meme cote de la matrice par rapport au residu lysine ou 
de fagon opposee. 

Le residu d'acides amines X, peut, le cas echeant, 
etre supprime. 

D'autres matrices peptidiques interessantes pour 
la realisation des molecules de. 1- invention, 
comprennent un enchainement d ' acides amines choisi 
parmi les sequences suivantes 
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K X, K P G 

K X, K X 4 K X, K 

K X, K X 4 K X, K G C 
dans lesquels X, est facultatif et peut etre l a i ysine , 
la valine, l'alanine, l'acide glutamique ou 
l'isoleucine et X< est facultatif et peut etre l^acide 
glutamique, la valine, 1 'alanine ou l'isoleucine. 

Ces matrices permettent la presentation de 
l'espace selon des configurations variees des motifs 
repetes. 

La presence d'un residu C a l'extremite COOH- 
terminale, et/ou de residue G et c au niveau de la 
matrice permet le couplage specif ique eventuel a une 
structure de type "carrier" ou a des liposomes. 
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Ainsi le S motifs reputes peuvent etre lies au 
residu lysine suivant un plan, certains se trouvant le 
cas echeant perpendiculaires les uns par rapport aux 
autres ou de chaque cote de la matrice. 

De preference, les acides amines contenus dans la 
matrice peptidique sont sous la forme dextrogyre. 

Selon un mode de realisation avantageux de 
1- invention, les liaisons peptidiques entre les acides 
amines de la matrice sont modifiees notamment pour 
ameliorer leur resistance a* 1'hydrolyse par les 
proteases in vivo . 

Le nombre de motifs repetes lies au residus lysine 
de la matrice peut varier considerablement. 

Ce nombre peut etre determine en fonction du 
nombre de residus lysine presents sur la matrice 
peptidique et peut etre adapte de facon a optimiser 
leur capacite a inhiber 1' entree du virus dans les 
lymphocytes in vivo , e t en tenant compte de 1- influence 
de la presence d'un nombre accru de motifs sur 
l'eventuelle toxicite in vivo des molecules ainsi 
obtenues. Avantageusement, le nombre de motifs repetes 
presentes par la matrice est compris entre 2 et 8, de 
preference entre 4 et 6 motifs, par exemple 5 motifs. 

Le cas echeant, il ser a tenu compte du nombre 
d'acxdes amines contenus dans le motif repete pour 
determiner le nombre de motifs lies a la matrice 
peptidique. 

Les modifications des liaisons entre les acides 
amines des motifs repetes et/ou de la matrice 
peptidique peuvent etre de differentes natures. Une 
modification appropriee peut etre realisee au niveau de 
la liaison peptidique, af in d • empecher le clivage de 
cette liaison et done afin de diminuer ou de supprimer 
la sensibilite aux peptidases. 

Les techniques habituelles de modification des 
liaisons peptidiques peuvent etre mises en oeuvre. 
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On citera notamment sans caractere limitatif les 
modifications de la liaison peptidique -CONH- 
conduisant a la formation d'une liaison reduite 
(CH 2 NH), retro inverso (NHCO) , methylene-oxy (CH 2 -0) , 
thiometylene (CH 2 -S) , carta (CH 2 CH 2 ) , cetomethylene 
(CO-CH 2 ) , hydroxyethylene (CHOH-CH 2 ) ou Aza (N-N) . 

Le cas echeant on ' pourra preferer I 'utilisation 
dans le cadre de 1' invention des enantiomeres D plfitot 
gue des molecules ayant une configuration L. 

Les motifs repetes prdferes utilises pour realiser 
les molecules de 1- invention devront renfermer au moins 
deux et avantageusement trois charges positives que 
l'on pourra choisir parmi les possibility suivantes : 

- le groupement a, NH 2 du motif 

- le groupement a, NH 2 de l'a aminohexanoic acid 

- le groupement e amine de la lysine et le groupement 6 
amine de 1- ornithine et plus generalement les 
groupements a, 0, 7 , S et e amines (acide a, V 
diaminobutyrique ; acide 7 , /? diamine propionique) 

- le groupement guanidino de l'arginine. 

Avantageusement ces deux charges seront separees 
par au moins un residu acide amine neutre tel que Gly, 
Pro, Ala. Les motifs auront par exemple pour sequence) 
RP, KP, PK/ PR, RK, KR, KPR, RPK, PKR, PRK, KER, KGQ, 
KGR, RPR, RPG, AHXPR, pyrKR, RPGR, KPGR, KPRG, GPGR, 
IPIG, GPGRAF, KRPGNK, RPGNK, KRPRQ, KPRQAG 

Les sequences ci-apres designees sont decrites au 
moyen du code dit a une lettre utilise pour designer 
les acides amines selon le tableau suivant : 
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a a une lettre 


Acid^ Am iriD 


A 


Alanine 


R 


Arginine 


N 


Asparagine 


D 


Acide Aspartique 


C 


Cysteine 




Glutamine 


E 


Acide Glutamigue 


G 


Glycine 


H 


Histidine 


I 


Isoleucine 


L 


Leucine 


K 


Lysine 


M 


Methionine 


F 


Phenyalanine 


P 


Proline 


S 


Serine 


T 


Threonine 


W 


Thryptophane 


Y 


Tyrosine 


V 


Valine 


AHx 


Acide or aminohexanoiqui 


pyr 


Acide pyroglutamique 



encore) recours au "code" suivant : 

x N/importe quel acide amine ou 

acide amine variable 

Une molecule particulierement preferee (ne faisant 
intervenir que des "vraies "liaisons peptidiques) pour 
la realisation- de 1« invention repond a la formule 
suivante : 



un 
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R R R R 

P P P P 

K K K K 5(KPR)TASS 

II II 
RPK — KKKGPKEKGC 

Selon une variante, les motifs repetes lies aux 
residus lysine de la matrice peptidique peuvent ctre 
semblables ou de nature differente. 

Ainsi on pourra tenir compte dans le choix des 
motifs repetes lies a la matrice peptidique des 
variations de la sequence de la boucle V3 de differents 
isolats du retrovirus HIV. 

De plus, ces motifs repetes peuvent etre choisis 
de facon telle gu'ils comprennent a la fois un epitope 
B et un epitope T de la glycoproteine externe 
d'enveloppe d'un retrovirus HIV. 

Selon une autre variante de realisation de 
1' invention, la molecule est .caracterisee en ce que la 
matrice peptidique est remplacee par une molecule 
fonctionnellement equivalente choisie parmi les 
polyamines, par exemple le Tris (2-aminoethyle) amine 
ou des dendrimeres (R. Wolf, Frequence Chimie p. 13-17, 
Molecules de grande taille) . 

L' invention a par ailleurs pour objet une 
composition susceptible d'inhiber 1« infection due a un 
retrovirus humain de type HIV, notamment de type HIV-i 
ou HIV-2, caracterisee en ce qu'elle comprend a titre 
de principe actif, une molecule ci-dessus definie. 

Une telle composition est en particulier definie 
par sa capacite a inhiber 1 • interaction entre le 
recepteur cellulaire CD26 (DPPIV) et la glycoproteine 
externe d'enveloppe d'un retrovirus du type HIV, cette 
interaction manifestant 1« incapacity alors acquise par 
le retrovirus a penetrer dans les lymphocytes CD4, 
comme l'atteste 1 'absence de formation de syncitia et 
d' induction de l'apoptose^ comme on 1« observe dans des 
cultures temoins. il y lieu de noter que le mecanisme 
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d' action des inhibiteurs selon 1' invention ne fait 
norroalement pas intervenir une inhibition de l'activite 
enzymatigue de la DDPIV, laquelle n'est normalement pas 
af fectee. 

L'invention vise egalement 1 'utilisation d'une 
molecule telle que definie precedemment pour la 
preparation d'un medicament pour le traitement d'une 
infection due a un retrovirus humain de type HIV, 
notamment en empechant, la . fusion de membranes 
cellulaires. • " 

D'une facon generale, entrent dans le cadre de 
l'invention une composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend a titre de principe actif une 
molecule telle que definie ci-dessus. 

Cette composition pharmaceutique peut etre 
utilisee pour le traitement ou la prevention de 
1' infection par le retrovirus HIV, notamment en tant 
que composition immunogene notamment en tant que 
vaccin. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
l'invention apparaissent dans les exemples et les 
figures qui suivent. 

Exemples : 

On connait dans l'etat de la technique les 
molecules du type TASP (template assembled synthetic 
protein) developpees pour transferer i es 
caracteristiques specif iques d'une enzyme a des 
molecules facilement accessibles et ainsi pour 
construire de nouvelles proteines et enzymes (Mutter M. 
Angew. chem. Int. Ed. Engl. 24 (1985) 639-653). 

Sur cette base, une construction a ete definie et 
synthetisee, que l'oh a appelee molecule TASS (en 
anglais, "template assembled synthetic substrate"). 

Dans une molecule de ce type, la matrice est 
utxlxsee pour former une region d'ancrage covalent d'un 
peptide (par exemple le peptide K-P-R) qui inhibe, en 
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temps que monomere a une molarite relativement forte 
(10 mM), 1- entree de HIV dans les cellules CD4+. 

a) Struct ure de la molecule 
R R R R 

P P P P 

K K K K 

III I 
RPK-KKKGPKEKGC 

b) Reacti fs chimig uAg . . 

Le dichloromethane * (D CM) et l'acide 
trxfluoroacetique (TFA) ont ete obtenus sous forme 
redistillee aupres de Neosystem (Strasbourg, France). 
Le N,N-dimethylformamide (D MF) e t i e 

diisopropylethylamine (DIEA) ont ete achetes aupres de 
SDS (Peypin, France). 

Le tert-butyl-methyl-ether (MTBE) , i e 

benzotriasolyl-oxy-tris (dimethylamino) -phosphonium 
hexafluorophosphate (reactif BOP) et ie 

hydroxybenzotriazole (HOBt) proviennent de Fluka 
(Mulhouse, France). Les acides amines proteges 
provxennent de Neosystem (Strasbourg, France,. La 
reSlne PAM BOG <* s <« Me Bzl) vient de A.B.I. (Roissy 
France). Le fluorure d'hydrogene provient de Prodair 
(Strasbourg, France) . 

c) Assem blage de l a natriVo 
Boc Boc Boc Boc 

i i i i 

10 987654321 
Boc K K K G P K E K G C - PAM Resine 
I I I 
Clz O-CHX 4-MeBzl 

L'assemblage de la chaine peptidique protegee a 
ete realise en utilisant la methode de synthese en 
Phase solide selon Merrifield (1963, J. Am. Chem. Soc. 
85, 2149-2153) avec u n synthetiseur peptidique a canon 
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multiple travaillant en mode semi -automat ique (Neimark, 
J. etBriandJ.P. (1993) Peptide Res. , 6,219-228). Cent 
soixantemg (0,1 mmole) de resine PAM Boc Cys (4-MeBzl) 
(substitution 0,6 meq/g) ont ete places dans un 
recipient de reaction de 20 ml. La deprotection du 
groupe protecteur Boc a ete realisee dans 60% de TFA 
dans du DCM pendant 30 min, puis la resine a ete lavee 
deux fois avec du DCM et trois fois avec 5 ml de DMF. 
Les acides amines 2 a 9 utilises pour construire la 
matrice ont ete proteges en position a-amino avec un 
groupe Fmoc. Les groupements protecteurs de chaine 
laterale utilises etaient : le cyclohexyle ester (Glu 
4), le chlorobenzyloxycarbonyle (Lys 9), i e t- 
butyloxycarbonyle (Lys 3, 5, 8). La lysine en position 
10 a ete introduite sous forme d'un derive Boc Lys Boc. 
Le cycle utilise pour 1 • incorporation de chaque derive 
d'acide amine est le suivant : 



Etape 



Reactif 



Duree de 1' etape Volume 



Deprotection 25% piperidine 
/ DMF 



3x4 min 



5 ml 



Rincage 



5 x DMF 



5 x 15 sec 



5 ml 



Couplage Fmoc acide amine 20 min 

5 eq 

BOP 5 eq 

HoBt 5 eq 

DIEA 10 eq 

Rln< ? a 9 e 3 * DMF 3 x 15 sec 



2 ml 



5 ml 



Le controle avec le test a la ninhydrine a montre 
que tous les couplages etaient complets en 20 min et 
aucuh recouplage n'a ete necessaire. 

d) Assemblage multini^ h u tripent^o K PR sur i a 

matrice 

Les groupes protecteurs Boc de la resine PAM de la 
matrice ont ete clives dans 60% de TFA/DCM pendant i 
mxn (prelavage) et 30 min, puis la resine a ete lavee 
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avec du DCM et du DMF. La nouvelle substitution de la 
resxne ,tait de 3 raeq/g (0f5 M . de groupes ^.^ 
dans le recxpxent de reaction,. L'elongation des 
chaxnes peptidiques a ete obtenue en utilisant 4 eg en 
exces de Fmoc Arg (Pmc) , Fmoc Gly et Fmoc Lys f Boc) . Le 
temps de deprotection des groupes de protection Fmoc a 
ete eleve a 3 x 7 min ^ 25% ^ 

pxperxdxne/DMF. A la fin de ia synthese et apres L 
dernxere etape de deprotection, • la resine a ete lavee 
avec du DCM et sechee sous azote. Les groupes 
protecteurs Pmc et Boc des derives de 1'arginine et de 
la lysxne ont ensuite ete clives avec le reactif de 
King (Kxng, D. Field, c. et Fields, G. (1990). int. J. 
Pept. Protein Res. 36, 255-266) pendant 2h30 et la 
resxne a ete lavee a nouveau avec du DCM et sechee sous 
un flux d' azote. 

51 gllVaqe finfl1 en e de „ 

d* hydrog ens " ' ~ 

Le peptide fixe a la resine (620 mg) finalement 
obtenu a ete teste avec 10 ml de HF et 1 ml d'anisol a 
0-C pendant 45 min. Apres le retrait du fl uorur e 
d hydrogene sous vide, la resine a ete lavee avec de 
1 'ether et le peptide a ete elue avec 8 ml de TFA pur 
et precipite a nouveau avec du MTBE. Apres 
centrifugation, l e cu i ot de cent rifugation a ete 
dxssous dans io.nl d'eau et lyophylise. 

, f) Analyse et purif if^ . on de la TOn1<4 „„-,^ 
L'homogeneite du produit final a ete verifiee au 
moyen d'une etape analytigue sur une colonne en phase 
inverse du type CIS nucleoside (150 x 4,6 mm) en 
utilxsant un systeme tampon TEAP. Le gradient lineaire 
detecte a 201 nm etait de l a 21% en 20 min. 

Apres lyophilisation, 190 mg de la molecule ont' 
ete obtenus. ioo mg ont e te utilises pour les 
experiences d-inhibition, 20 mg ont ete utilises pour 
etre couples a des liposomes et 70 ag ont ete fortement 
purxfxes sur une colonne Delta pak C18. 



WO 95/29190 



PCI7FR95/00528 



18 

Activite biologique de la molecule 5<KPR)tass 

a? Effet de la molecul e 5(KPRlTAfis sur l'acfr^+ o 
DPP IV ~ " 

Dans cet essai, 1- activity mettant en jeu 
l'af finite de cette molecule pour que 1' enzyme DPPiv 
n' interfere pas sensiblement avec 1- activite 
enzymatigue de la DDPIV, contrairement a 1'inhibiteur 
(ALBA 2) connu pour inhiber cette -activite et utilise a 
des fins de comparison, comme en temoignent "les 
resultats des essais comparatifs qui suivent et qui 
permettent 1 • appreciation de leurs effets respectifs 
sur cette activite. Ces effets ont ete mesures par 
etude du clivage de GP-pNA dans un tampon peptidase 
dans les conditions experimental decrites par 
Callebaut et al, 1993, Science, 24 Dec. 1993 
appliquees a une lignee de cellules T humaines, GEM,' 
mfectee par le virus HIV-l LAi, e t ce en presence de 
la molecule 5(KPR)TASS et de 1'inhibiteur ALBA 2. Les 
resultats de ces essais apparaissent dans le tableau 
suxvant, relatif aux Valeurs de ic 50 des inhibiteurs 
peptidigues testes, sur 1' activite DPP iv 

*****^^ 

Peptide Concentration inhlbitrice a 50% 

Enzyme solubilisee Enzyme a la surface des cellules 
*****~**~***^ 

KPR 0,2 mM 10 mM 

5(KPR)TASS 1 mM 5 - 10 mM 

ALBA 2 0,2 M i M 

**^**^^ 

ALBA 2 : Lys(Z(N0 2 ) -pyrrol idid HCL 
K: Lys; P: Pro; R: Arg 
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Compare a ALBA 2, la molecule 5(KPR)TASS est 5 000 a 
10 000 fois mo ins active pour 1 . inhibition de 
l'activite DPP iv. 

b) inhibition do Tentr^ Ho Hlv ^ n ,, 1a 
molecule 5 ( KPR) task 

de c nT r " ^ " 1V ~ X ™ * M ^ee par infection 
de cellules CEM pendant i h. Le virus extracellulaire 

liZrn'rt ^ traitei " eht '-ec la trypsine et 
1 mternaUsatxon de HIV a ete suivie en testant la 
concentration de p 25 (Callebaut et al, 1993, precite) . 

inhibition de 1- entree de HIV par 5 (KPR)TASS 



Peptide p25 internalisee 
pg/10 5 cellules 



% Inhibition 



Aucun 
KPR 5 mM 
KPR lOmM 

5 (KPR)TASS 10. JIM 
5 (KPR)TASS 25 fiM 
5 (KPR)TASS 50 /xM 
5 (KPR)TASS 100 /*M 
5 (KPR)TASS 200 fM 
Heparine 100 /ig/ml 



280 
156 
45 
175 
111 
53 
27 

< 1 

< 1 



44 
84 
38 
60 
81 
90 

> 99 

> 99 



Conclusion : la molecule 5 (KPR,TASS est un inhibiteur 
puissant de 1-entree de HIV. La valeur de la ic 50 est 
d environ io AtM. Ainsi compare au monomere KPR 
5(KPR,TASS est 500 fois plus actif. On notera que a 
200 m de 5 (KPR)TASS, l'activite enzymatigue DPP IV 
n'est pas affectee du tout. 

ces resultats sont a rapprocher de ceux qui ont 
6te rapportes par Schon et coll. 1991 , qui ont 
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constates que le puissant inhibiteur de l'activite 
enzymatique de la DDP-IV que represente l'ALBA-2 
n'inhibe pas la fonction de la CD26 au cours de 
1' activation des cellules T. 

c) Inhibition de 1' infection par HIV-i p a t- * 
(KPR)TASS 

Des cellules CEM ont ete incubees (37 'C, 30 min) 
avec differentes concentrations (200, loo, 50, 25 et 
5 MM) de 5 (KPR)TASS avant 1 • infection avec HIV-i LAI. 
Les cellules infectees en presence de 1- inhibiteur bnt 
ensuite ete cultivees pendant 4 jours et la production 
de virus a ete testee en suivant la concentration de 
P25 dans le surnageant de culture. La production de 
HIV a ete inhibee de facon considerable par la 
molecule 5 (KPR)TASS et cette inhibition etait 
dependante de la dose : plus de 90 % d' inhibition a 20 
MM et autour de 50 % d'inhibition a 5 a 10 M M. Comme 
la production du virus etait inhibee par 5 (KPR)TASS, 
la formation de syncytia etait egalement inhibee. 

d) 5 (KPR)TASS inhibe l a formation de syncytia 

Pour demontrer l'effet de 5(KPR) TASS sur la 
formation syncytia, les cellules CEM ont ete d'abord 
infectees avec HIV-l LAI avant 1- addition de 
differentes concentrations de 5 (KPR)TASS. La 
production de virus et la formation de syncytia ont 
6te suivies a 4 jours apres 1- infection. Comme la 
molecule 5 (KPR)TASS etait ajoutee apres 1« infection 
(c'est a dire apres 1» entree de HIV dans les 
cellules), la production de virus n« etait pas 
affectee. Cependant la formation de syncytia etait 
completement inhibee a 200 nVL, . etait inhibee a 75% a 
100 MM et a 50% avec 50 MM de 5 (KPR)TASS. 

Ces resultats confirment que 5(KPR)TASS est un 
inhibiteur de l'entre , comme cela a ete demontre dans 
la section c (c'est-a-dire en inhibant la fusion des 
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cranes virales et cellulaires) et entrant de plus 
que 5(KPH) TAS S est aussi 7 un inhibiteur de ^ 
de syncytia en empechant la fusion des Cranes des 
cellules xnfectees avec des cellules voisines. 



^ — La molecule 5 fyp P ) TASS n , a 
toxigue sur la cro^^e celim*^ 



Jas d'effe-h 



l-aba- n °"* re do ceUule * CEM ayant pouss* en 
etaxt comparable apres 3 trois jours de culture. - 
.Inhibition d> V Infection n,. ur„_, - t - T1 . 

Les cellules (CEM clone 13 ; CEM 17 4, hot 78) ont 
ete lncub ee S (37 . c , , diffSr e ntes 
concentrations fnn An * n ^ « Aii erenT:es 

avant in^ V ' 10 " M) de 5 <**)tass 

avant Lxnfectxon avec HIV-2 rod, HIV-2 EH0 ou SIV 

"L ib r celiuies infect6es - * 

Vxnhxbateur ont ensuite ete cultivees pendant 4 jours 
et la production de virus a eto 

1 -active * , tde en obs ervant 

activate de la transcriptase inverse dans le 

etTl^ CUltUr<2 * La ~ tio " - HIV-2 et SIV a 
ete xnhxbee de fa^on considerable par la 5 (KPRJTASS 
Les doses d' inhibition a 50 % ont- *. ■ ■ ™> 1ASS - 

• - _ a °° * ont ete estimees environ 

a 10-20 fM de la 5(KPR)TASS. 

■5(KPR)TASS inhihP l.jndn^^. ^ ^ 

cellulair e ou l'ap npt-,^ 

Des cellules chroniquement infectees p ar ie HIV-1 
(par exeaple, les cellules H9/i IIB ; R esnick et al . 
136, K. Infect. Dis . ^ m ^ MQ} fc ^ l - 
1 expression du ccplexe gpi 20/gp41 des g i ycoproteines 
d enveloppe de HIV, peuvent etre utilisees en tant que 
cellules effectrices pour induire 1-apoptose dans Zs 
lymphocytes CD4 + (par exeaple, l es cellules jjOLT-4 
T4). En i-espace d'une vingtaine d'heures, de l a 
coculture des cellules H9/IIIB dans MOLT-4-T4 
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l'apoptose est detectee dans les cellules MOLT-4 
(Laurent-Crawford et al. 1992, in "Retrovirus of Human 
AIDS and Related Diseases, pp. 35-41, Vile Colloque des 
Cent Gardes). 5(KPR)TASS a une concentration de 50-100 
MM est capable d'inhiber completement 1» induction de 
la mort cellulaire ou 1 ' apoptose dans les cellules 
MOLT-4 . 

h) Pes inhibiteur s de 1 1 activite DPP IV ne sont 
pas nece ssairement inhibiteurs de 1* entree du VIH 

ALBA 2 (H-Lys-[Z(N0 2 ) ] -pyrrol idide) est un 
inhibiteur puissant de 1' activite DPP IV (Schon et 
coll., 1991, Biol. Chem. Hoppe-Seyler, 372, 305-311). 
L' activite de la DPP IV a la surface des cellules est 
inhibee a 90 % a 20 /xM et a 50 % a 1 mM. Contrairement 
a cette inhibition de 1' activite enzymatigue de la DPP 
IV, ALBA 2 n'exerce un effet ni sur 1' entree du VIH, 
ni sur la. formation de syncytia, ni sur 1' induction de 
l'apoptose, meme a une concentration de 50 iM. La 
concentration de 100 m est toxique pour les cellules. 
Au contraire, la molecule 5(KPR)TASS, qui n'exerce 
qu'un faible effet sur 1' activite DPP IV, bloque 
considerablement 1' infection des cellules par le VIH. 
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Inhibiteur 



Activite DPP IV 



(IC 50 ) 

Inhibition de !• entree 



ALBA 2 
5(KPR)TASS 



5mM 



pas d'effet a 50/iM 
5mM 



ICso : dose de 1- inhibiteur necessaire pour 
inhibition egale a 50 % 



une 



Ces resultats suggerent que !• activite 
catalytique de DPP IV/CD26 n'est p as necessaire pour 
son fonctionnement dans 1- infection des cellules par 
le VIH. Par ailleurs, la molecule 5(KPR)TASS qui 
n-affecte pas !• activite a des concentrations 
inferieures a 1- m inhibe 1' infection virale a plus de 
95 % a une dose de 100 (jH et a 50 % a une dose 
d -environ 5 W. Une explication logique de ces 
resultats est que la molecule 5(KPR)TASS a une forte 
affinite pour un site dans la DPPIV/CD26 (site 
d'accrochage) qui devrait etre independant du site 
catalytique implique dans 1- activite enzymatique. Du 
fait que KPR pourrait servir de substrat suggere aussi 
que le site catalytique et le site d'accrochage 
mteragissent avec des structures peptidigues 
similaires. 

^ exem P le £e different inhibitor* r 

1' infection par le h tv de type 5(KPR1TASS 
Les cellules CEM ont ete incubees (37'C, 30 min) 
avant 1 • infection avec HIV-1 LAI avec differentes 
concentrations (de 50 a 0 ,5 jtM) . Les cellules 
infectees en presence de 1' inhibiteur ont ensuite ete 
cultivees pendant 4 jours et le production de virus a 
ete evaluee en mesurant la concentration de p25 dans 
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le surnageant de culture. Le tableau ci-dessous 
indique la concentration du peptide qui donne une 
inhibition d'au moins 90% et 50% de la production du 
virus. 



Concentration du peptide inhibant 
la production du HIV 



Peptide 90% 



50% 



5(KPR)TASS 


20 


MM 


10 MM 


5 (KGR) TASS 


50 


MM 


N.T. 


5(PKR)TASS 


50 


MM 


N.T. 


5(RPK)TASS 


10 


MM 


1 MM 


5(K*CH 2 -N-PR) 


TASS*1 fM 0,5 /iM 





- — »-i»v- XCUUXUd 

N.T. non teste 

h) le de recon naissance du peptide 

5(KPR)TASS dans CD2fi 

Les anticorps 1F7 contre la CD26 (c. Morimoto, 
DanaFarber Cancer Institute, Boston USA) bloquent 
1 'entree du virus HIV (Callebaut et al., Science, 262, 
2045-2050) sans inhiber 1-activite enzymatique de la 
CD26. ces resultats ont suggere que le site 
d'interaction de la CD26 avec l'enveloppe du HIV se 
situe en dehors du site de reconnaissance du substrat 
de l'activite peptidase de CD26. Cette suggestion est 
en accord avec 1- action de la peptide 5(KPR)TASS qui a 
la concentration de 50 mM inhibe plus de 90 % de 
1' entree du virus sans affecter l'activite 
enzymatique. 

Pour demontrer si le site d' action de l a 
5(KPR)TASS est le meme que celui de 1« anticorps 1F7 
nous avons effectue 1- experience suivante : i es 
cellules MOLT une lignee de lymphocytes T humain (CD4+ 
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et CD26+) out ete incubus (5 min a temperature 
ambiante) avec ou sans addition de 50 M M de 5(KPR)TASS 
ou 50 fin de ALBA 2 (qui inhibe 1'activite enzymatigue 
mais pas !• entree du virus). Le S anticorps ont ete 
a D outes ensuite tels que MAb 1F7 anti CD2 6/ MAb BA5 un 
autre anticorps anti CD26 (Immunotech) qui n'affecte 
pas 1- entree du HIV, MAb OKT4 anti-CD4 (Ortho 
Pxagnostics Systems,, MAb ALB1 anti CD45 (Immunotech, 
(tyrosine kinase associee avec CD26, et les cellules 
sont incubees a 4'C pendant 1 h. Les cellules -sent 
ensuite lavees et analysees par PACS (abreviation de 
1' expression anglaise "Fluorescence- activated cell 
sorting analysis" ou "analyse par fluorescence de 
categories de cellules activees", : voir la figure 
fournissant les spectres caracteristigues resultant de 
1' analyse par FACS de la reconnaissance du CD26 (par 
MAb 1F7 et MAb BA5) , CD4 (par MAb OKT4) et CD45 (par 
MAb ALB1) a la surface des cellules MOLT en 1- absence 
ou en presence de 5 (KPR)TASS (cite comme S13) et 
ALBA2. Les resultats montrent que 5(KPR)TASS (cite 
sous le nom S13) inhibe la reconnaissance de CD26 par 
MAb 1F7 tandis que la reconnaissance de CD26 par MAb 
BA5 n'est pas affectee, indiquant ainsi que 1- epitope 
de MAb 1F7 -est bien le site d • interaction de 
5(KPR,TA SS . II est interessant de noter que ALBA 2 qui 
n'affecte pas 1'entree du virus ne modifie pas la 
reconnaissance de la CD26 par 1- anticorps 1F7 ou par 
BA5. P 

L'effet de 5(KPR)TASS sur 1 -epitope de MAb 1F7 
e'est a dire CD26 est specif igue car la reconnaissance 
des autres antigenes de surface tels que CD4 et CD26 
ne sont pas modifies par 5 (KPR)TASS. 
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Conclusion 

Le complexe glycoproteine fonuant l'enveloppe du 
virus et comportant la proteine de surface SU (gpl20) 
et la proteine transmembranaire TM (gp41) , joue un 
role important dans 1* infection par le VIH ; la gpl20 
contient le site de fixation au CD4 , et la gp41 le 
motif peptidique necessaire au processus de fusion 
membranaire. L« association non-covalente de la gpl20 
et la gp4i forme un complexe cpnfonnationnel qui est 
essentiel pour les deux fonctions principales du 
complexe gpl20/41 ; 1 'entree du noyau (core) du virus 
dans les cellules par fusion des membranes virale et 
cellulaire, et !• induction de l'effet cytopathogene 
par fusion des membranes des cellules infectees 
(exprimant le complexe gpl20/gp41 a la surface) avec 
celles des cellules voisines. 

L- expression du complexe gpl20/gp41 a la surface 
des cellules infectees conduit a une interaction avec 
les molecules CD4 des cellules voisines non infectees, 
qui entraine un effet cytopathogene caracteristigue du 
VIH (Laurent-Crawford et al., 1993, AIDS Res. Hum. 
Retroviruses 9, 761-773) : formation de syncytia 
(cellules multinucleees generees par la fusion des 
cellules infectees avec les cellules non infectees) 
et/ou la mort cellulaire par apoptose (fragmentation 
de la chromatine au niveau des liens 
intermicleosomiques) . 

Le fait que les diff^rentes fonctions du complexe 
d'enveloppe g P 120/gp41 : 1) 1- entree virale ; 2) la 
formation des syncytia ; 3) 1« induction de 1' apoptose 
sont inhibees par la molecule 5(KPR)TASS suggere que 
dans ces differentes fonctions du complexe gpl20/g P 4i / 
cette molecule inhibe 1 ' interaction de la boucle V3 
avec une proteine de surface, par exemple, la 
DPPIV/CD26. 

5 (KPR)TASS est un inhibiteur potentiel de 
!• entree de HIV et de !• infection. II presente tres 
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peu d'effet, a supposer qu'ii puisse meme etre 
constate, sur l'activite enzymatique DPP iv. Ainsi on 
peut penser que 5 (KPR)TASS agit principalement sur le 
site de reconnaissance du substrat (c'est-a-dire la 
boucle V3 de la gpi20) sans affecter le site 
catalytique de la molecule CD26. Une des explications 
de l'activite plus importante de 5 (KPR) TASS par 
rapport au monomere KPR pourrait etre trouvee dans le 
fait que la molecule CD26 existerait sous forme d'un 
multimere d'ou egalement une presentation egalement 
plus eff icace d'un multimere de type KPR plus 
eff icace. 

Le residu KPR dans la molecule TASS peut 
egalement etre remplacS par d'autres peptides pour 
former des variants de cet inhibiteur, par exemple : 
RPK, RPR, PKR, KGR. 

Le tripeptide KPR est un des motifs conserves 
dans la boucle V3, precisement trouve dans la partie 
C-terminale de la boucle V3 de certains VIH-2. En 
raison de la presence du dipeptide KP, KPR pourrait 
servir comme un substrat de 1' enzyme DPPIV/CD26. Par 
ailleurs, nous avons demontre que le tripeptide KPR 
monomere a 10 mM inhibe 1' entree de VIH et aussi 
inhibe l'activite de la DPPIV. Sur ces donnees, nous 
avons ici demontre que la presentation multimerique de 
ce tripeptide KPR (par exemple S(KPR-TASS) augmente 
considerablement l'efficacite de cette molecule pour 
inhiber 1' entree de VIH, la formation de syncytia et 
l'induction de l'apoptose. Mais a la concentration 
(10-200/iM) de 5 (KPR) TASS quand 1 • infection virale est 
inhibee, l'activite enzymatique n'est pas affectee. Ce 
n'est qu»a une concentration de 1-lOmM de 5 (KPR) TASS, 
que l«activite de la DPPIV est inhibee. 

Enfin, les peptides de type 5(KPR)TASS semblent 
interagir avec CD26 dans une region qui const itue 
1' epitope de i'anticorps monoclonal anti-CD26, MAb 
1F7 . 
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Exemple de Leffet inhibiteur de differents 
peptides aynthetiques multimeres < correspondant a la 
molecule TASS ou a des formes modifies de la molecule 
TABS), sur 1. infection par HIV-i lai dans des cellules 
CEM. 



Des cellules CEM ont ete incubees (i 5 - 30 minutes, 
3.7-C) avec les differents peptides avant 1 -infection 
avec la souche HIV-l LAI (60 minutes, 37'C). Les 
cellules ont ensuite ete centrifugees et suspendues 
dans un milieu de cultur6 frais contenant lea 
differents inhibiteurs. La formation de syncytia a ete 
S 7 16 . aU j ° Urs 3 et « apres 1- infection (post- 
infection (p.i,) et les surnageants de cultures ont 
ete testes pour determiner leur concentration en 
protexne majeure du noyau (core, de HIV, P 24/ P 25. On a 
remargue une tres bonne correlation entre !• inhibition 
de la formation des syncytia et la production de HIV 
(c'est-a-dire la concentration de p24/p25) . 

La matrice de TASS est composee des residus 
suivants : KKKGPKEKGC. Comme contr61e, on a utilise 
une matrice TASS modifiee dans laguelle le residu 
proline (P, avait ete modifie par un residu c 
conformant a la sequence suivante : KKKGGKEKGC . 
Cette derniere sequence est denomraee TASS (GG, Une 
autre molecule TASS modifiee repondant a la seguence 
KKKKGC a egalement ete utili.ee. Dans certains cas, la 
matrice MAP a ete utilise dans un but de comparison. 

01 5(KPR)-TASS 

99% inhibition a loo pM 
85% inhibition a 25 pM 
25-50% inhibition a lo pM 

03 8(XPR6)-MAP 

93% inhibition a 50 
58% inhibition a 25 pM 
18% inhibition a 10 pM 



G 
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05 8(RPG)-HAP 

50% inhibition a loo /iM 
8% inhibition a 50 p m 

06 < X 2(KPRG)-TASS 

99% inhibition a 50 /iM 
50% inhibition a 10-25 pM 



07 



* X 2(1 PIG) -TAB 8 . 

Pas d'effet a 100 „M '• 



°8 8 (GPGRAF) -MAP 

98% inhibition a loo p m 
86% inhibition a 50 

°9 5(KGR)-TAES 

86-99% inhibition a 50 p m 

°10 8(KPRG)-TASS 

85% inhibition a 50 /xM 

70% inhibition a 25 /iM 

50% inhibition a 10 p m 

011 5(XPHQAG)-TASS 

Toxigue a 100 et 50 fM 
Pas d'effet a 25 pH 

0« 5(IPIG)-TA88 

Pas d'effet a 100 t±M. 

014 2 (KGR) -TABS 
Pas d'effet a 100 P M 

015 5 (KGR) -TABS (GG) 
Toxique a 100 /M 

90-99% inhibition a 50 /iM 
70% inhibition a 25 pM 

01« 5 (PKR) — TA8fl (GG) 
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99% inhibition a 50 pM 
75% inhibition a 25 pM 

018 5(KGQ)-TA88 

45% inhibition a 100 pM 
Pas d'effet a 50 pM 

019 5(K*CH 2 -N-PR)-TASS 

Cytostatique a 50 pM (35% de cellules en noins) 
99% inhibition a 25 pM . 
99% inhibition a 10 pM " 
65% inhibition a 1 pM 
50% inhibition a 0.5 pM 

020 5 (<acetyleKPR) -TABS 

Peut Stre inhibe de 50% a 10 pM 

021 5(PKR)-TASS 

95% inhibition a 100 pM 

75% ; 60% inhibition a 25 pM 

50% inhibition a 10 pM 

022 5(G)-TASS 

8% inhibition a 100 pM 
Pas d'effet a 50 pM 

023 3(KPR)-TASS 

24% inhibition a 100 pM 
Pas d'effet a 50 pM 

025 5(RFK)-TA88 

99% inhibition a 50 pM 
97% inhibition a 25 pM 
97% inhibition a 10 pM 
50% ; 65% inhibition a 1 pM 
Pas d'effet a 0.5 pM 

027 5 (pyrKR) -TA8E 

95% inhibition a 50 pM 
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86% inhibition a 25 
66% inhibition a 10 /iM 

028 5(eAminohexanoylePR)-TASS 
90% inhibition a 50 /iM 

67% inhibition a 25 /iM 
66% inhibition a 10 

029 5 (KER) -TABS 

67% inhibition a 50 /iM • '. 
50% inhibition a 25 /iM 
34% inhibition a 10 /iM 

030 5(RK)-TASS 

96% inhibition a 50 /iM 

77% inhibition a 25 pM 

58% inhibition a 10 pM 

031 Hexanoyl 4(RPK)-TASS 

Pas d ■ ef f et a 50 /iM 

°32 5((D)R(D)P(D)K)-TASS 
98% inhibition a 50 /iM 
98% inhibition a 25 P M 
98% inhibition a 10 /iM 
82% inhibition a 5 /iM 
20% inhibition a l /,m 

033 5 (RPR) -TABS 

96% inhibition a 50 /iM 
95% inhibition a 25 pM 
95% inhibition a 10 /iM 
85% inhibition a 5 /iM 
10% inhibition a 1 pM 

034 4(RPK)-TASS 

71% inhibition a 50 /M 
40% inhibition a 25 P M 
24% inhibition a 10 /iM 
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035 5<AcRPK)-TASS (aAc: Acetyl CH3 . . . ) 

90% inhibition a 50 /M 
59% inhibition a 25 jiM 
20% inhibition a 10 /xM 

036 5 (RPK) -KKKKGC 

98% inhibition a 50 iM 
98% inhibition a 25 /iM 
98% inhibition a 10 /iM 
60% inhibition a 5 ". 
35% inhibition a 1 jiM 

037 S(R-*CH 2 N-PK)-XKKK6C 

99% inhibition a 20 iM 
99% inhibition a 10 /iM 
99% inhibition a 5 /d* 
65% inhibition a 1 pM 
50% inhibition a 0.5 /iM 

038 5((D)R-*CH 2 N-(D)P<D)K)-KKKKGG 

99% inhibition a 20 pM 
99% inhibition a 10 
99% inhibition a 5 fM 
82% inhibition a 1 
50% inhibition a 0.5 pM 

Conclusions : 

Ces etudes structure-fonction suggerent que la 
presentation pentavalente des motifs KPR ou RPK 
correspond a la presentation optimale. La presentation 
octavalente (voir N- 6 et 10) n'augmente pas 
l'activite inhibitrice et la presentation trivalente 
ou tetravalente conduit a une activite d' inhibition 
faible (voir N* 23 et 24) . 

Les differentes molecules peptides-TASS sont 
actives a des concentrations en microgrammes pour 
bloquer l'entrer de HIV, 1- infection et la formation 
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de syncytium. Avec une infection par HIV-1 LAI a haute 
dose sur des cellules T de type GEM, la valeur de la 
• concentration inhibitrice a 50% (ic 50 ) pour certaines 
des molecules ( N - i9/ 25 , 32 , 33, 36, 37, 38) est 
comprise entre 0.5 et 2 /xM. 

caracteristicmes du motif inMhiton,. ♦ 

K - P - R ' 
(1) (2). • (3) 

D'apres les exemples precedents, une formule preferee 
du motif inhibiteur comporterait les residus 
suivants : 

Deux acides amines devraient etre des residus 
basigues, par exemple K ou R ; K pouvant etre remplace 
par R et vice-versa. Ces deux residus basigues 
pourraient occuper l'une quelconque des positions 1, 2 
ou 3 (voir exemple H'l, 16, 21, 25 et 33). 

- Le residu P pourrait etre delete ou remplace par un 
residu G pour obtenir un motif actif (N'l5 et 30) mais 
le remplacement par un res idu de type E diminuerait 
1' action inhibitrice (voir N*16). 

- Le remplacement d'un residu basique pat un autre 
residu hydrophile tel que le residu Q r6duit 
considerablement l'activite inhibitrice (voir N'ls • 
S(KGQ)-TASS) . 

- Le groupe £ amino du residu K est important puisgue 
l'acetylation de ce groupe reduit considerablement 
l'actxon inhibitrice de la molecule (N-20) . 

Le groupe a-amino du motif ne joue pas un role 
crucial puisque qu'il peut etre acetyle (voir N'35) 
sans que l'activite inhibitrice soit reduite 
considerablement. De meme 1 • introduction d'un acide 
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pyroglutamique a la position 1 n'affecte pas 
l'activite inhibitrice (voir N # 27) . 

- L» introduction du £ aminohexanoyl a la position 1 ne 
reduit pas l'activite de la molecule (voir 28). 

- La construction faite avec 1 • enantiomere D du motif 
d« inhibition est aussi active que la construction 
correspondant a la configuration L du motif inhibiteur 
(voir N*32) . 

- La reduction de la liaison peptidique entre l'acide 
amine 1 et l'acide amine 2, accroit considerablement 
l'action inhibitrice de la molecule (N'19, 37, 38 ) . 
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REVENDICATIQMfi 



1. Molecule comprenant une pluralite de motifs 
ou "motifs repetes" susceptibles d'etre reconnus par 
une ectoproteine (a la surface des cellules) notamment 
par le recepteur CD26 (encore appele enzyme DPPIV) ces 
motifs etant tous portes par une matrice peptidique 
autorisant leur presentation multiple a 1 -enzyme et 
presentaht une af finite pour celle-ci. 

2. Molecule selon la revendication i, 
caracterisee en ce que la matrice peptidique portant 
les "motifs repetes" contient des residus d'acides 
ammes possedant une fonction reactive non engagee 
dans une liaison peptidique avec des residus voisins 
d'acides amines, ces fonctions reactives intervenant 
dans la fixation desdits motifs repetes sur cette 
matrice. 

3. Molecule selon la revendication 2, 
caracterisee en ce qu'elle comprend des residus 
d'acides amines de type lysine, les susdits motifs 
repetes etant alors greffes sur les groupes epsilon- 
amino d'une partie au moins de ces residus lysine. 

4. Molecule selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3/ caracterisde en ce que la 
matrice peptidique comprend 1 'enchainement d'acides 
amines suivant : K X, K X 2 X 3 dans lequel x, est la 
lysine, la valine, l'alanine ou 1 'isoleucine, X 2 et x 3 
representent la glycine ou la proline et sont 
differents l'un de l'autre. 

5. Molecule selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisee en ce que la 
matrice peptidique comprend un enchainement d'acides 
amines choisi parmi les sequences suivantes : 

K X 1 K G P 
K X,K K G P 
K X, K G P K X 4 K 
K X t K G P K X 4 K G C, 
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K X,KGGKX 4 KGC 
K K 

II 

K X, K G P 

K X, K P G 

K X, K K P G 

KX, KKGC 

K X, K P G K X 4 K 

K X, K P G K X 4 K G C 

K K • • 

I I 

K X, K P G 

K X, K X 4 K X, K 

K X, K X 4 K X, K G C 
dans lesquels X, est facultatif et peut etre la 
lysine, la valine, 1 'alanine ou l'isoleucine et X 4 est 
facultatif et peut etre l'acide glutamique, la valine, 
1' alanine ou l'isoleucine. 

6. Molecule selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee en ce que les 
acides amines de la matrice sont sous forme dextrogyre 
ou levogyre. 

7. Molecule selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterisee en ce que la 
matrice peptidique comprend entre 2 et 8 motifs 
repetes, de preference entre 4 et 6 motifs, notamment 
5 motifs. 

8. Molecule selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterisee en ce que les 
liaisons peptidiques entre tout ou partie des acides 
amines des motifs sont modifiees de facon a prevenir 
leur hydrolyse enzymatique. 

9. Molecule selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterisee en ce que le motif 
re P 6t6 comprend trois acides amines dont deux sont des 
r6sidus basiques, par exemple K et/ou R. 
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10. Molecule selon i. une quelconque des 
revendications l a 9, caracterisee en ce que le motif 
repete repond a la sequence KPR. 

11. Molecule selon 1'une quelconque des 
revendications l a 9 , caracterisee en ce que le motif 
repete comprend une sequence choisie pantti les 
suivantes ou correspond a l'une de ces sequences • 

RP, KP, PK, PR, RK, KR, KP R> R PK , PKR, PRR. 

KER, KGQ, KGR, RPR, RPG , AHxpR/ pyrKR> RPGR, KPGR, 

KPRG, GPGR, IPIG, GPGRAF , KRPGNK, RPGNK, KRPRQ, KPRQAG 

12. Molecule selon l. une quelconque des 
revendications i a 11, caracterisee en ce qu'elle 
repond a la formule suivante : 

R R R R 

P P P P 
K K K K 
II II 
RPK-KKKGPKEKGC. 

13. Molecule selon 1-une quelconque des 
revendications 1 a 11, caracterisee en ce qu'elle 
comprend plusieurs motifs repetes differents. 

14. Molecule selon l' Un e quelconque des 
revendications 1 a 13, caracterisee en ce que la 
matrice peptidique est remplacee par une molecule 
fonctionnellement equivalente choisie parmi les 
polyamines, par exemple le Tris (2 aminoethyle) amine 
ou les dendrimeres. 

15. Composition susceptible d'inhiber 
1/ infection due a un retrovirus humain de type HIV 
notamment de type HIV-i ou HIV-2 ou siv, caracterisee 
en ce qu'elle comprend a titre de principe actif, une 
molecule selon l'une quelconque des revendications i a 
14 



16. Composition selon la revendication 15 
caracterisee en ce qu'elle a la capacite d'inhiber 
^'interaction entre le recepteur cellulaire CD26 ou 
DPPiv et la glycoproteine externe d'enveloppe du 
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retrovirus HIV, de preference sans affecter l'activite 
enzymatique de la DPPIV CD26. 

17. Utilisation d'une molecule selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 14 pour la 
preparation d'un medicament pour le traiteiaent d'une 
infection due a un retrovirus humain de type HIV. 

18. Composition selon la revendication 17 
caracterisee en ce qu'elle a la capacity d'inhiber 
1' entree des particules du VIH en empechant la fusion 
des membranes cellulaire et viraie. 

19. Composition selon la revendication " 17 
caracterisee en ce qu'elle a la capacite d'inhiber la 
fusion des cellules infectees avec des cellules 
voisines. 

20. Composition selon la revendication 17 
caracterisee en ce qu'elle a la capacite d'inhiber 
1' induction de la mort cellulaire par l'apoptose en 
empechant 1 • interaction du complexe des glycoproteines 
d'enveloppe gpl20/gp41 avec les cellules cibles. 

21. Composition pharmaceutique, caracterisee en 
ce qu'elle comprend a titre de principe actif, une 
molecule selon l'une quelconque des revendications l a 
14. 

22. Utilisation d'une molecule selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 14, pour la 
preparation d'un medicament capable d'inhiber 
1' interaction entre le recepteur cellulaire CD26 ou 
DPPIV et la glycoprotein externe d'enveloppe du 
retrovirus HIV. 

23. Composition immunogene, caracterisee en ce 
qu'elle comprend, a titre de principe actif une 

molecule selon l'une quelconque des revendications 1 a 
14. 
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